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IZOLACIJA I IDENTIFIKACIJA BRUCELLA SUIS BIOTIP 2
IZ PUNKTATA EPIDIDIMISA NERASTA OBOLELOG OD
BRUCELOZE*
ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BRUCELLA SUIS BIOTYPE 2
FROM EPIDIDYMAL PUNCTURE PERFORMED ON A BOAR
AFFECTED WITH BRUCELLOSIS
D. Rogo`arski, A. Potkonjak, M. Gagr~in, B. Lako, B. Plav{i}**
Uzro~nik bruceloze kod svinja je Brucella suis. U okviru vrste
Brucella suis, postoji pet biotipova, ali samo biotipovi 1, 2 i 3 dovode
do infekcije svinja. Infekcija ljudi sa Brucella suis biotipom 2 retko se
registruje. Bruceloza svinja je ra{irena {irom sveta. Zapa`eno je da inci-
dencija infekcije sa Brucella suis biotip 2 u populaciji svinja zapadne
Evrope, poslednjih godina, raste. Cilj rada je bio da se iz punktata
epididimisa nerasta sumnjivog na brucelozu izoluje, identifikuje i ti-
pizira uzro~nik, primenom standardnih mikorobiolo{kih metoda. Rezul-
tati istra`ivanja ukazuju da se Brucella suis biotip 2 uspe{no izoluje i
identifikuje iz uzorka punktata epididimisa dobijenih od `ivih `ivotinja,
pa stoga punktat epididimisa predstavlja siguran, pouzdan i zna~ajan
uzorak, poreklom od `ive `ivotinje, za direktnu dijagnostiku bruceloze
nerasta. Ovaj prvi izolat iz punktata epididimisa Brucella suis biotip 2,
ozna~en je kao K-1.
Klju~ne re~i: Brucella suis biotip 2, bruceloza, punkcija epididimisa,
izolacija i identifikacija, svinje
Uzro~nik bruceloze kod svinja je Brucella suis. Nakon po~etne bak-
terijemije, razvijaju se hroni~ne inflamatorne lezije u reproduktivnim organima kr-
ma~a i nerasta, sa ne tako retkom trajnom lokalizacijom lezija u drugim tkivima. U
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Uvod / Introduction
* Rad primljen za {tampu 18. 03. 2009. godine
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Departman za veterinarsku medicinu, Novi Sad; mr sci. med. vet. Budimir Plav{i}, Ministar-
stvopoljoprivrede,{umarstvaivodoprivredeRepublikeSrbije,Upravazaveterinu,Beogradokviru vrste Brucella suis, postoji pet biotipova, ali samo biotipovi 1, 2 i 3 dovode
do infekcije kod svinja. Oboljenja kod svinja izazvana biotipovima 1i3s u
me|usobno sli~na, dok se infekcija izazvana biotipom 2 razlikuje u zavisnosti od
prisustva doma}ina, ograni~enu geografsku distribuciju i patologiju. Dok su bioti-
povi 1 i 3 ozna~eni kao patogeni za ~oveka sa mogu}im razvojem te{kog obolje-
nja, infekcija kod ljudi Brucella suis biotipom 2 retko se registruje (OIE, 2008).
Primarni doma}ini za biotipove 1, 2i3s usvinje, ali su prijem~ive i
druge vrste posebno ze~evi, psi, glodari, goveda, kao i ~ovek. Primarni doma}in
biotipa 4 je irvas, ali su infekcije registrovane kod pasa i ljudi. Brucella suis biotip 5
inficira razli~ite vrste glodara i mi{eva (Radoji~i}, 2004). Bruceloza kod svinja je
ra{irena {irom sveta. Brucella suis biotip 2 je prisutna u populaciji divljih svinja u
zemljama centralne Evrope. Brglez i Batis 1981. ukazuju na prisustvo ove infekcije
u Sloveniji, a godinu dana kasnije, Kormendy i Nagy, registruju je u Ma|arskoj.
Hubalek i saradnici, identifikuju infekciju kod svinja izazvanu Brucella suis bio-
tipom 2 u ^e{koj tek 2002 godine. Cvetni} i saradnici 2003. govore o inficiranosti
divljih svinja Brucella suis biotipom 2 u Hrvatskoj (Cvetni} i sar., 2003; Cvetni} i
sar., 2004). Gennero i saradnici ukazuju na to da je inficiranost svinja Brucella suis
biotipom 2 u poslednjoj deceniji dokazana i u Belgiji, Francuskoj i Italiji, kao i da je
u zemljama zapadne Evrope incidencija ove infekcije u porastu (Gennero i sar.,
2006).
Dijagnostika infekcije kod svinja izazvane bakterijom Brucella suis
zasniva se na primeni indirektnih testova (BAB, RVK i ELISA) za dokazivanje spe-
cifi~nih antitela na antigene brucela vrsta, kao i izolacije, identifikacije i tipizacije
uzro~nika.
U literaturi se kao podesni uzorci za izolaciju i identifikaciju Brucella
suis navode mandibularni, retrofaringealni i supramamarni limfni ~vorovi. Pre-
poru~uje se i uzimanje slede}ih uzoraka za dijagnostiku bruceloze svinja: delova
placente,abortiranihfetusa,testisanerastanakonkastracije,spermeilivaginalnih
briseva (Alton i sar., 1988; Alton, 1990). Zbog mogu}nosti izolacije Brucella suis u
fazi bakterijemije, preporu~uje se i uzorkovanje pune krvi u akutnom toku bolesti.
Ponekad se uzro~nik mo`e izolovati i iz sinovijalne te~nosti patolo{ki promenjenih
zglobova ili apscesa. Terenski veterinar naj~e{}e biva pozvan dan posle poba~aja
kada su poba~eni plod ili posteljica ve} pojedeni ili zakopani. Uzorak krvi od nera-
sta u takvoj fazi naj~e{}e ne sadr`i B. suis jer je faza bakterijemije pro{la, te se
mo`e koristiti samo za serolo{ke testove. Isto je i sa krma~om kod koje rano uzor-
kovanje mo`e serolo{ki dati negativan rezultat. Izolovanje B. suis je prakti~no
onemogu}eno zbog nedostatka materijala. Iz tog razloga je razra|ena metoda
punkcije epididimisa. U nama dostupnoj literaturi, nismo uo~ili preporuke koje se
odnose na uzorkovanje punktata epididimisa nerasta obolelih ili sumnjivih na in-
fekciju sa Brucella suis kao biolo{kog materijala za dijagnostiku bruceloze kod
`ivih `ivotinja.
Na osnovu epidemiolo{kih podataka, rezultata serolo{kih pregleda
svinja sumnjivih na brucelozu i prisustva infekcije kod svinja sa Brucella suis u
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cija uzro~nika bruceloze svinja iz punktata epididimisa nerasta. Zatim sledi pro-
cena zna~aja punkcije epididimisa nerasta, kao nove metode uzorkovanja bi-
olo{kog materijala za direktnu dijagnostiku bruceloze svinja.
Uzorci krvi su dobijeni od jednog nerasta i dve krma~e koje su po-
bacile dva dana ranije i koji su na osnovu opravdane sumnje na brucelozu dva
puta podvrgnuti uzorkovanju krvi i istovremenoj punkciji epididimisa nerasta.
Uzorkovanjejevr{enopreitokomsprovo|enjamerazasuzbijanjeiiskorenjivanje
bruceloze u selu Kurja~e u Brani~evskom okrugu R Srbije. Biolo{ki materijal za di-
jagnostiku inficiranosti nerasta bakterijom Brucella suis predstavlja punktat epi-
didimisa ispunjen spermom iz repnog dela epididimisa. Punktati su upakovani u
ependorfepruveteod2ml,dubokozamrznuteisa~uvanezapregledulaboratoriji
tre}eg stepena biosigurnosti.
Metoda punkcije epididimisa / Method of epididymal puncture
Nakon fiksiranja nerasta obavljena je ru~na repozicija testisa u smislu
hvatanja u distalnom delu i sna`nog potiskivanja put dorzalno, u cilju uo~avanja
ispup~enja u proksimalnom delu, kranijalno, i izlaganja mesta punkcije (cauda
epididymis). Preduzete su neophodne mere asepse i antisepse (Shema 1, Foto-
grafija1).Punkcijajeizvr{enaiglompromera18G(1,2x40mm)dodubine1cmu
tkivo. Aspiracija sadr`aja je obavljena PVC {pricem razmera 2-5 ml, u koli~ini od 1
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Materijal i metode rada / Materials and methods
Shema 1. Prikaz antomskog polo`aja cauda epididymis /
Diagram 1. Anatomic position of cauda epididymisdo 2 ml punktata. Nakon punkcije ponovo su primenjene tehnike asepse i anti-
sepse. U dobijenom punktatu ponekad se mogu uo~iti primese krvi, koje ne ome-
taju izolaciju, identifikaciju i tipizaciju brucela vrsta.
Za serolo{ke preglede su kori{}eni BAB test, Rose Bengal test (RBT),
spora aglutinacija - metoda po Wrightu i reakcija vezivanja komplementa (RVK).
Ulaboratorijisaodgovaraju}imstepenombiosigurnostiuZagrebuus-
pe{no je izvr{en niz izolacija i identifikacija B. suis biotipa 2, te je u kasnijoj fazi is-
pitivanja po odobrenju Uprave za veterinu odnet materjal i izvr{eno bakteriolo{ko
ispitivanje.
Serolo{ki pregled / Serological examination
Tri uzorka krvi koji su uzeti od nerasta i krma~a posle poba~aja, a koji
su bili pozitivni BAB i SAT testom upu}eni su na RVK analizu ovla{}enim laborato-
rijama Veterinarskog instituta Beograd i Fakultetu veterinarske medicine, Beo-
grad. Pozitivnim nalazom RVK potvr|ena je bruceloza i preduzete su mere po
Pravilniku.
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Fotografija 1. Punkcija epididimisa nerasta /
Picture 1. Puncture of boar epididymis
Rezultati / ResultsBakteriolo{ki pregled / Bacteriological examination
Uzorci punktata epididimisa nerasta su homogenizovani u stomaheru
sa 5 ml sterilnog fiziolo{kog rastvora, a potom je 1 ml homogenata kultivisan na
slede}e hranljive podloge: krvni agar, brucela agar i selektivna podloga po
Farrellu. Kod primoizolacije, hranljive podloge su kultivisane u duplikatu i inkubi-
rane su na 37o C u atmosferi sa 5-10 CO2, kao i u standardnoj atmosferi, tokom 7
dana. Rast i morfologija kolonija pra}ene su dnevno (Alton, 1990; Corbel i sar.,
1983).
Sumnjive kolonije na Brucella suis identifikovane su po standardnoj
mikrobiolo{koj proceduri koja uklju~uje izvo|enje slede}ih ispitivanja: morfolo-
gija kolonije, rast u prisustvu CO2, produkcija H2S, rast na podlogama sa dodat-
kom baznog fuksina i tionina, kao i aglutinaciju sa monospecifi~nim antiserumima
n aA ,MiRantigene brucela vrsta. Morfolo{ke, kulturelne i biohemijske osobine
izolata pore|ene su sa referentnim sojem Brucella suis sva tri biotipa kod svinja
kao i B. melitensis i B. abortus (Tabela 1).
Nakon inkubiranja u standardnoj atmosferi, na zasejanim hranljivim
podlogama, izrasle su glatke i sjajne kolonije boje meda (Fotografija 2).
Rast sumnjivih kolonija je uo~en i na podlozi sa dodatkom tionina, dok
rastanijebilonapodlogamainkubiranimuatmosferisa5-10CO2,kaoinapodlozi
sa dodatkom baznog fuksina. Sumnjive kolonije nisu pokazale sposobnost pro-
dukcije H2S. Izolat je aglutinirao sa monospecifi~nim antiserumom na A-antigene,
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Fotografija 2. Izrasle kolonije Brucella suis biotip 2 na selektivnoj podlozi po Farrell-u /
Picture 2. Grown colonies of Brucella suis biotype 2 on selective base according to Farrell158
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2dok nije aglutinirao sa monospecifi~nim antiserumima naMiRantigene brucela
vrsta (Tabela 1).
Iz dva uzorka punktata epididimisa nerasta sumnjivog na brucelozu
uspe{no je izolovana i identifikovana Brucella suis biotip 2. Ovaj izolat je ozna~en
kao K-1 (selo Kurja~e) i to je prvi izolat Brucella suis biotip 2 iz punktata epididi-
misa nerasta obolelog od bruceloze.
Osim klasi~nih metoda molekularnom tipizacijom izolata (MULTIPLEX
PCR - B. suis) potvr|eno je da se radi o Brucella suis biotipu 2 u Hrvatskom veteri-
narskom institutu u Zagrebu.
Izolacija i identifikacija Brucella suis biotip 2 na na{em geografskom
podru~ju je bila o~ekivana, {to je u skladu sa dve godine starijim nalazom Katedre
za zarazne bolesti `ivotinja i p~ela, Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu
(Radoji~i}, 2004). I ovaj izolat je dobijen iz uzoraka materice krma~e obolele od
bruceloze sa Brani~evskog podru~ja op{tine Veliko Gradi{te. Geografska distri-
bucija i potvrda bruceloze svinja u najbli`im zemljama okru`enja ukazivali su na to
da i kod nas postoji bruceloza koja se ipak retko dijagnostikuje. Zna~ajani epi-
zootiolo{ki faktori su i postojanje prirodnih doma}ina, puteva izlaganja prijem~ive
populacije doma}ih svinja, kao i nedosledno sprovo|enje nadzora i kontrole ove
infekcije u na{oj zemlji.
Rezultati ovog istra`ivanja ukazuju da je ova izolacija i identifikacija
Brucella suis biotipa 2, kao uzro~nika bruceloze svinja, potvrdila prethodno po-
zitivna serolo{ka i bakteriolo{ka ispitivanja prisustva specifi~nih brucela vrsta u
populaciji svinja na prostoru Brani~evskog okruga Republike Srbije (Radoji~i},
2005). U literaturi navedeni i preporu~eni uzorci za izolaciju i identifikaciju Brucella
suis su: slezina, vime, materica, testisi kao i mandibularni, retrofaringealni i su-
pramamarni limfni ~vorovi od uginule ili zaklane `ivotinje. U slu~aju poba~aja od
`ivih `ivotinja preporu~uje se i uzimanje slede}ih uzoraka: krv, delova placente,
abortiranih fetusa, testisa nerasta nakon kastracije, sperme ili vaginalnih briseva u
cilju izolacije (Alton i sar., 1988). U literaturi se nigde ne predla`e punktat epididi-
misa kao uzorak za izolaciju i identifikaciju Brucella suis biotip 2.
Rezultati istra`ivanja ukazuju da se Brucella suis biotip 2 uspe{no izo-
luje i identifikuje iz uzorka punktata epididimisa dobijenih od `ivih `ivotinja.
Zna~ajnojeista}idarastBrucellasuisbiotip2uinvitrouslovimanijekompromito-
van rastom drugih vrsta bakterija na hranljivim podlogama bez selektivnog do-
datka, {to je mogu}e kada se za izolaciju i identifikaciju koriste drugi uzorci bi-
olo{kihmaterijalaod`ive`ivotinje(spermaitd.)kojisukontaminiranibakterijama.
Na osnovu rezultata ovog istra`ivanja, poznavanja patogeneze obo-
ljenja, lokalizacije uzro~nika i patolo{kih promena, smatramo da punktat epididi-
misa predstavlja siguran, pouzdan i zna~ajan uzorak, poreklom od obolele ili na
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Diskusija i zaklju~ak / Discussion and Conclusionoboljenje sumnjive `ivotinje, za izolaciju, identifikaciju i tipizaciju biotipova Bru-
cella suis. Osim toga, smatramo da terenski veterinari, zbog jednostavnosti pos-
tupka, mogu uspe{no koristiti punkciju epididimisa nerasta pored uzorkovanja
krvi, kao pogodan na~in uzorkovanja biolo{kog materijala za direktnu dijagnos-
tiku bruceloze nerasta.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF Brucella suis BIOTYPE 2 FROM
EPIDIDYMAL PUNCTURE PERFORMED ON A BOAR AFFECTED WITH
BRUCELLOSIS
D. Rogo`arski, A. Potkonjak, M. Gagr~in, B. Lako, B. Plav{i}
The causal agent of swine brucellosis is Brucella suis. Within the scope of the
kinds of Brucella suis, there are five biotypes, but only biotypes 1, 2 and 3 lead to swine in-
fections. Human infections with Brucella suis biotype 2 are rarely registered. Swine brucel-
losis is widespread all over the world. It has been noted that the incidence of swine popula-
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ENGLISHtion infected with Brucella suis in Western Europe has been increasing during the recent
years. The goal of this project was to isolate, identify and typify the causal agent from epidi-
dymal puncture performed on a boar with conditions suspicious of brucellosis, using stan-
dard microbiological methods. The results of the research show that Brucella suis biotype
2 can be successfully isolated and identified from a sample obtained by means of epididy-
mal puncture of live animals. Therefore, epididymal puncture gives us a certain, reliable
and important sample derived from a live animal for a direct diagnostic of boar brucellosis.
The above mentioned first isolate of Brucella suis biotype 2 epididymal puncture, has been
marked as K-1.
Key words: Brucella suis biotype 2, brucellosis, epididymal puncture, isolation and
identification, swine
IZOLÂCIÂ I IDENTIFIKACIÂ BRUCELLA SUIS BIOTIP 2 IZ PUNKTATA
ÕPIDIDIMISA HRÂKA ZABOLEV[EGO BRUCELLËZOM
D. Rogo`arski, A. PotkonÔk, M. Gagr~in, B. Lako, B. Plav{i~
VozbuditelÝ brucellëza sviney Brucella suis. V ramkah Brucella suis,
suçestvuet pÔtÝ biotipov, no tolÝko biotipì 1,2i3dovodÔt do infekcii sviney.
InfekciÔ lÓdey s Brucella suis biotipom 2 redko registriruetsÔ. Brucellëz svi-
ney rasprostranen po vsemu miru. Zme~eno, ~to incidenicÔ infekcii s Brucella suis
biotip 2 v populÔcii sviney zapadnoy Evropì, poslednih let, rastët. CelÝ rabotì
bìla, ~to iz punktata Ìpididimisa hrÔka somnevatelÝnogo na brucellëz izoliru-
etsÔ, idnetificiruetsÔ i tipiziruetsÔ vozbuditelÝ, primeneniem standartnìh
mikrobiologi~eskih metodov. RezulÝtatì issledovaniÔ ukazìvaÓt, ~to Brucella
suis biotip 2 uspe{no izoliruetsÔ i identificiruetsÔ iz obraz~ikov punktata
Ìpididimisa, polu~ennìh iz `ivìh `ivotnìh, da ottogo punktat Ìpididimisa
predstavlÔet soboy vernìy, nadë`nìy i zna~itelÝnìy obraz~ik, proisho`deniem
ot `ivogo `ivotnogo, dlÔ prÔmoy diagnostiki brucellëza hrÔka. Õtot pervìy
izolÔt iz punktata Ìpididimisa Brucella suis biotip 2, obozna~en kak K-1.
KlÓ~evìeslova:Brucellasuisbiotip2,brucellëz,punkciÔÌpididimisa,izolÔciÔ
i identifikaciÔ, svinÝi
161
Vet. glasnik 63 (3-4) 153 - 161 (2009) D. Rogo`arski i sar.: Izolacija i identifikacija
Brucella suis biotip 2 iz punktata epididimisa nerasta obolelog od bruceloze
RUSSKIY